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博士の学位論文審査結果の要旨 
 
 
miR-135b, a key regulator of malignancy, is linked to poor prognosis in human myxoid 
liposarcoma 
(miR-135bは粘液型脂肪肉腫の悪性形質に関与する予後不良因子である) 
 
 
【発表要旨】 
粘液型脂肪肉腫 (Myxoid liposarcoma; MLS) は, 形態の異なる二種の細胞群
（myxoid 及び RC; round cell）が合併し, RCの過多が転移及び予後不良因子であ
る. しかし, myxoid と RC の関係及び予後不良の分子機序は不明である。本研究
ではMLS患者の FFPE 8検体を用い, myxoidおよびRCコンポーネントのmiRNA
マイクロアレイ解析を行った. また MLS 組織および細胞株の網羅的遺伝子解析
と in silico解析を行った. その結果, RCコンポーネントで有意に高発現している
miR-135bを見出した. さらに,その標的遺伝子として Thrombospondin 2 (THBS2) 
を同定した. MLS細胞株を用いて, miR-135bの過剰発現がTHBS2を介してmatrix 
metalloproteinases 2 (MMP2)量を増加させ, 浸潤能を亢進させることを証明した. 
さらにマウスXenograftモデルにおいてmiR-135bが, 肺転移および腫瘍組織形態
の変化に関与していることを証明した. 一連の結果を踏まえて MLS 症例の生検
FFPE 19検体を解析し, miR-135bの高発現および THBS2の低発現がMLSの予後
不良因子であることを示した. 以上の結果は, MLS における RC コンポーネント
の浸潤・転移および腫瘍組織形態変化の分子機序として, miR-135bによるTHBS2
の直接制御を経た, MMP2 量の増加が関与していることを示している. つまり, 
miR-135bおよびTHBS2は, MLSの予後予測因子また治療標的分子の候補である. 
 
審査に当たって上記の内容の発表が行われ, 引き続いて下記の質疑応答が行
われた. 
 
【質疑応答】 
大橋教授 (副査) 
1. 本研究で使用した細胞株は myxoid liposarcoma の細胞株なのか？ 
2. 細胞を飼育している過程で N/C 比が上がるなどの形態変化は生じないの
か？それともマウスに移植して初めて変化が観察されるのか？ 
3. 一個の miRNA で全てを説明出来なくても良いのでは？ 
4. 他の肉腫においても miR-135b の関与は報告されているのか？ 
5. miR-135b の発現が高いのであれば, パラフィンでも解析出来るのでは？ 
6. 細胞増殖やアポトーシスに miR-135b は影響するのか？ 
7. 細胞運動や細胞骨格の変化などの関与も検証価値があるのではなか？ 
8. 例えば, この細胞株は骨肉腫の細胞株と比較して違いはあるのか？ 
 
以上の質問に対して, 以下のような回答がなされた. 
1. in vivo で使用した MLS2645-94 を樹立したことを報告している過去の論
文中には, “粘液型脂肪肉腫患者から樹立した“という記載のみであった. 
2. miR-135bを過剰発現させても dishで観察した限りでは細胞形態の変化は
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認められなかった. しかし NOGマウスに移植し形成した腫瘍組織を観察
すると 2 つの細胞成分が観察されたため, 細胞形態には腫瘍微小環境の
関与が考えられる. 
3. miRNA microarray の結果から, miR-135b 以外にも有意に発現変動のある
複数の miRNA が抽出された. 本研究ではこれら他の miRNA についての
詳細な検討を行っていないが, miR-135b 以外の関与も考えられる. 
4. 同じ肉腫では, 骨肉腫で miR-135b との関連が報告されている. 他の癌種, 
(特に大腸癌) と同様に, 多くががん促進的な miRNA として機能してい
ると報告されている. 
5. 本研究の生存曲線の解析に使用したサンプルは, 診断時の FFPEサンプル
であり, 凍結検体のみならず FFPE でも十分に解析可能であり, 臨床的利
用価値があると考える. 
6. アポトーシスとの関連は検証していないが, miR-135b の過剰発現/発現抑
制は in vitro で細胞増殖能には影響を与えないことを確認している. 
7. miR-135b の過剰発現は, in vitro で細胞遊走能には影響を与えなかった. 
しかし, 樹立したMLS2645-94肺高転移株を dish上で観察すると, 細胞周
囲に filopodia や lamellapodia と思われる足趾を観察することが出来たた
め, 転移にこのような細胞骨格の変化や細胞運動が関与している可能性
は考えられる. 
8. 骨肉腫細胞株 (HOS や 143B) と比較すると, マウスでの造腫瘍能は低く, 
MLS2645-94 の悪性度はあまり高くないと考えられる. 
 
市川教授 (副査) 
1. 臨床で 100% myxoid コンポーネントあるいは 100% RC コンポーネントの
症例はあるのか？ 
2. この肉腫は最初から myxoid type と RC type の双方が存在するのか？この
二つの細胞成分の関連は？ 
3. miR-135b を同定する際の microRNA microarray での発現差 5 倍以上という
のはどのような比較なのか？それは qRT-PCR でも同様なのか？ 
4. 細胞増殖に関して, in vitro と in vivo での結果の違いについては, どのよう
に考察しているのか？ 
5. Gelatin Zymography では, MMP9 も検討出来たのではないか？ 
6. 浸潤という観点から, TypeⅠcollagen を壊すような MMP1 などの方が関与
するのでは？また大腸癌などでは基底膜を壊す過程が癌の浸潤に重要で
あるが, この肉腫の周囲には基底膜のようなものは存在しないのか？ 
7. 臨床で肺転移が多いのか？ 
8. miRNA と前転移ニッチェとの関連などは？ 
9. 浸潤・転移をコントロールする, 血管新生をコントロールするという治療
戦略には限界があるように感じている. miR-135b がもっと上流に関与して
いるのであれば治療標的として可能性を感じる. 例えば, 分化を誘導/阻害
するとか. 
 
以上の質問に対して, 以下のような回答がなされた. 
1. 粘液型脂肪肉腫症例では, いずれかの細胞成分のみで構成される症例は
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存在する. 
2. この疑問がこの肉腫の最大の課題である. Myxoid Liposarcoma と Round 
cell Liposarcomaの双方が融合遺伝子 FUS/DDIT3を有していることを根拠
に同一疾患に分類されたことから, この肉腫の起源は一つであり, その
後起こる何かしらの異常により細胞成分の多様性が生じていると考えら
れ, その中の一つが miR-135b であると考えられる. 
3. miRNA microarray では, サンプルをプールせず, 1 症例内での myxoid コ
ンポーネントと RC コンポーネントの比較で, 全 8 サンプル全てで 5 倍
以上発現差のあった miRNA を抽出した. また再検証の qRT-PCR におい
ても概ねその結果は同様であった. 
4. miR-135b は in vitro において細胞増殖能に影響を与えなかったが, in vivo
においてはサイトカインなどの腫瘍微小環境での影響や , 悪性度の低い
MLS2645-94 細胞のアポトーシスの影響などにより腫瘍サイズに違いが
出たのではないかと考察している. 
5. MMP9も同様にGelatin Zymographyで検討可能ではあるが, 本研究では詳
細な検討は行っていない. 
6. Caseine Zymographyを用いて Collagenaseである MMP1についても検証し
たが, THBS2 との相互関係という点から MMP2 との関連の関与の方が粘
液型脂肪肉腫における重要性が示唆された. 
7. 多くの肉腫が肺転移を生じるように , 粘液型脂肪肉腫においても肺転移
は生じる. しかし他の肉腫と比較して, 後腹膜, 反対側の皮下, 胸壁そし
て脊椎などの非典型部位への転移はこの肉腫に特徴的である. 
8. 本研究では検証していないが, miRNA と前転移ニッチェの関連について
は多く報告されている. 最近では, miRNA やそれを内包しているエクソ
ソームが転移先の細胞を教育して転移先の“土壌”を予め耕していると
いう報告があり, がんの転移臓器指向性に関与しているとも言われてい
る. 
9. 粘液型脂肪肉腫の分化阻害や脱分化という観点から, miR-135b の関与を
今後検討してみたい. 
 
大野教授 (主査) 
1. myxoid と RC コンポーネントとの関係は？粘液型脂肪肉腫の起源は？行 2
つの細胞成分は可逆的なのか？ 
2. 使用した細胞株はどのようなものなのか？iPSC や幹細胞などでは hetero
な細胞環境が重要であるが, この細胞はどうなのか？またマウスの移植腫
瘍で観察される組織型のどちらの形態と, dish で飼っている細胞は似てい
るのか？ 
3. 使用した細胞株を利用して Cloning はしていないのか？ 
4. FUS/DDIT3 をどちらの成分でも有するのであれば , 細胞形態は行ったり
来たりしている可能性が強いのでは？ 
5. マウスモデルで腫瘍増大に差が出るから, 肺転移に影響が出るのではない
か？ 
6. miRNA を標的とした治療法ではなく, 例えば MMP2 の阻害剤という治療
法戦略ではいけないのか？ 
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以上の質問に対して, 以下のような回答がなされた. 
1. 市川教授の質問 2 とも関連するが , Myxoid Liposarcoma と Round cell 
Liposarcoma の双方が融合遺伝子 FUS/DDIT3 を有していることを根拠に
同一疾患に分類されたことから, この肉腫の起源は一つであり, その後
起こる何かしらの異常により細胞成分の多様性が生じていると考えられ, 
その中の一つが miR-135b であると考えられる. 
2. 本研究で主に使用した MLS2645-94が homoあるいは heteroな細胞集団な
のかどうかは, 少なくとも dish 上では明らかでない. また dish 上の細胞
形態が摘出腫瘍の組織像のどちらの成分に類似しているかについても , 
間質の存在などもありはっきりしなかった. 
3. 本研究で MLS2645-94 を用いてクローニングは行っていない . しかし
myxoid と RC コンポーネントを比較した網羅的遺伝子発現解析の結果か
ら, 2群間で有意差のある幾つかの膜タンパク質を同定しているため, Cell 
sorting により 2 つの細胞成分を反映した細胞株を得られるのではないか
と考えている. 
4. FUS/DDIT3 を共通に有していることから起源は一つで, その後分化の程
度が異なったり, 他のシグナル経路の異常などにより, 2 つの細胞成分が
出来ると考えられる. 
5. 腫瘍増大が遠隔転移する機会を増やしているという可能性は十分に考え
られる. 転移が, 細胞遊走, 血管外浸潤, 非接着環境での生存, 血管内浸
潤, 転移先での増殖, という機序を経ることから, EMTなどの分子メカニ
ズムの存在についても検証が必要である. 
6. MMP を標的とした治療法の開発は過去に多く成されており, そのほとん
どが治療法応用に結びついていないという背景もある. 
 
他にもいくつかの質疑応答がなされたが, いずれも適切な回答がなされた. 以
上の審査の結果, 本研究は, 希少がんである粘液型脂肪肉腫の悪性形質に関与
する分子機序の一端を miRNA の側面から解明すると同時に, 予後予測或いは
治療標的分子の候補を見出したもので,臨床医学への更なる展開も期待される研
究であり, 博士 (医学) の学位に値するものと判断された. 
